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EpoR  structure  and  function  has  been  of  great  interest  for  the  fundamental  role  of  EPO  in  erythrocytes 
differentiation in the blood and the consequent use of recombinant hEPO as standard of care for treatment of 
anemia. 
Recently,  it has become evident  that  the  EPO/EpoR  system presents  a broad  range of non‐hematopoietic 
effects (Dame et al. 2001). Functional EpoRs have been found in non‐erythroid blood cell lines, as lymphocytes, 
myeloid cells, and megakaryocytes. Furthermore, EpoR  is abundantly expressed  in  the embryonic,  fetal, and 




















2003). More  recently,  the  FANTOM5  project has  developed  a modified  protocol  for  high‐throughput  single 
molecule CAGE sequencing with Helicos (hCAGE). hCAGE has been applied to a wide range of human and mouse 
cell lines, primary cells and tissues, thus providing an unprecedented dataset of promoter usage (Forrest et al. 
2014). Since CAGE  typically  requires a  relatively  large amount of  starting material, we  recently developed a 
miniaturized version of CAGE technology, that we named nanoCAGE for its requirement of just few nanograms 
of RNA  (Plessy et al. 2010). NanoCAGE has been  recently applied  to  identify active TSSs  in mouse olfactory 
epithelium (OE) (Plessy et al. 2012). 
To gain insights  into A9 DA cell physiology, we performed nanoCAGE analysis on isolated Green Fluorescent 































































































































brain was  removed, post‐fixed, and cryoprotected overnight at 4°C  in 30% sucrose.  In situ hybridization was 
performed on cryostat slices (16 µm) incubating LNA probes at 250 nM at 55°C for 16 h. Signal from LNA probes 
was  detected  with  anti‐DIG  antibody  (Sigma‐Aldrich,  St.  Louis,  MO,  USA).  DA  neurons  were  visualized  by 
immunofluorescence  upon  incubation  with  anti‐TH  antibody  (1  :  1000;  Chemicon,  Temecula,  CA,  USA). 
Fluorescent dye‐conjugated secondary antibodies (goat anti‐rabbit 594 and goat anti‐mouse 488) were used for 




















MN9D‐Nurr1Tet‐On  cells  (Hermanson  et  al.  2003) were  kindly  provided  by  professor  T.  Perlmann  (Ludwig 
Institute  for  Cancer  Research,  Stockholm,  Sweden).  Cells  were  maintained  in  Dulbecco’s  modified  Eagle’s 
medium/F12 medium (Invitrogen) supplemented with 10% fetal bovine serum, in the presence of penicillin (50 
















(#9351;  Cell  Signaling).  Proteins  were  detected  with  the  appropriate  horseradish  peroxidase‐conjugated 







N‐term  (anti‐EpoR W‐20)  and C‐term  (anti‐EpoR M20) of  EpoR  (Santa Cruz Biotechnologies) were used. DA 
neurons were  identified with anti‐TH antibody 1 : 1000 (Chemicon).  Immunocytochemistry experiments were 
performed on  transfected HEK 293T  cells  following a non‐permeabilization protocol  as previously described 














NanoCAGE  sequences  from  A9  and  A10  DA  neurons  have  been  submitted  to  the  DNA DataBank  of  Japan 












































J2E  erythroblastoid  cells.  Alternative  EpoR  TSSs  identify  two  minor  promoters  p@chr9_21766785  and 
p@chr9_21766830  that  are  located  in  the  first  intron.  They  are  always  expressed  at  lower  levels  than  p1. 
Libraries  from  primary  neurons  derived  from  SN  are  included  in mouse  FANTOM5  collection,  although  no 
separation  among  different  mesencephalic  DA  neurons  is  present.  When  lower  thresholds  for  promoter 











EpoR gene  (purple arrow) and anatomy of  full‐length  transcript are shown on  top. hCAGE data are presented  for all  libraries pooled 
together  (ALL, n = 1195) and  for  tissues/cells of  interest  (spleen, SN primary neurons). Purple arrows highlight alternative Epor TSSs 
identified by nanoCAGE and FANTOM5 (p1, p2, and p3, p@chr9_21766785 and p@chr9_21766830, in 5I to 3I orientation relative to Epor). 
TSS  supporting  the  expression  of  full‐length  Epor  transcript  in  spleen  and  SN  neurons  is  also  indicated.  Promoters  identified with 
FANTOM5 decomposition‐based peak identification method are shown (original promoter nomenclature is given). A zoomed‐in image of 


























RT‐PCR was performed on RNA prepared  from  isolated A9  and A10 neurons,  and  from  ventral midbrain  (VM)  and  spleen. For PCR 
amplification, forward primers were designed on the first and second exon, as indicated. Reverse primer was placed on the third exon. 



























out  on  coronal  sections  of  ventral midbrain  of mouse  adult  brains.  Two  LNA  probes were  used  for  in  situ 
hybridization:  one was  designed  on  the  first  exon,  in  order  to  detect  only  FL‐EpoR;  the  second  probe was 
designed on the third exon in order to detect all the transcripts encoding EpoR (Pan‐EpoR). Extensive perfusion 
was performed to minimize blood contamination. Surprisingly, as shown in the Fig. 2e, LNA probes for exon 1 
and  exon  3  gave  both  specific  and  reproducible  signals  in  A9  DA  neurons  as  identified  by  anti‐TH 


































Nurr1Tet‐On  (Hermanson  et  al.  2003). Nurr‐1  is  a  key  dopaminergic  transcription  factor  required  for  late‐



































anti‐phosphorylated  STAT5  (p‐STAT5)  antibody.  Expression  of  EpoR  variants  was  checked  with  anti‐EpoR  C‐terminal  antibody.  (b) 
Increasing doses of DA‐EpoR plasmid were used to transfect HEK 293T cells in combination with FL‐EpoR. Cells transfected with FL‐ or DA‐
EpoR alone were included as controls. After transfections, the cells were treated with 5U/ml EPO for 5 and 15 min. Control cells were left 






















We  then  aimed  to  monitor  the  existence  of  alternative  TSSs  and  their  usage  in  human  EPOR  locus.  We 
interrogated FANTOM5 hCAGE  libraries  from human  cell  lines, primary  cells, and  tissues  for a  total of 1829 
































whole blood  is also  indicated. A zoomed‐in  image of the genomic region around the fourth  intron or fifth exon boundary  is provided, 
showing TSS usage in SN. A black arrow indicates the position of 5I rapid amplification of cDNA ends (RACE) results from human SN post‐



























exon.  Interestingly,  this  Met  corresponds  to  amino  acid  200  of  the  full‐length  EpoR  suggesting  a  similar 









defining  tissue‐specific  elements  of  this  signaling  path‐way.  This  is  particularly  relevant  to  tailor  EPO 
administration as therapeutic treatment for diseases of the nervous system. 
While high‐dose application of recombinant human EPO is the strategy of choice for treating acute conditions 
like  stroke,  long‐term  intervention  for  chronic neurodegenerative diseases  eventually  leads  to  several  side‐

















absence  of  synaptic  inputs. A  throughout  transcriptional  profiling  of A9  neurons may  provide  fundamental 












of  EpoR  protein with  a  size  and  immunoreactivity  compatible with  the molecular  anatomy  of  transcripts. 
However, in situ hybridization, immunocytochemistry, and western blot analysis prove that FL‐EpoR mRNA and 
protein do exist in DA neurons in vitro and in vivo, while nanoCAGE and RT‐PCR experiments on LCM‐purified A9 
cells  failed  to detect  these  transcripts.  The biological  and/or  technical basis of  these discrepancies  remains 
unclear. Transcripts may contain different CAP structures and/or lengths of polyA tails that may favor or inhibit 
full‐length  cloning.  Furthermore,  differential  harvest  of  subcellular  compartments  with  LCM  may  lead  to 
sampling of cell body‐ and dendritic‐associated mRNAs. Further experiments are required to fully account for 
these differences. 







transfecting DA‐EpoR with  full‐length CD131, a partner of FL‐EpoR  in non‐hematopoietic  systems. Again, no 
STAT5  phosphorylation  was  evidenced  upon  EPO  administration  (data  not  shown).  On  the  contrary,  co‐
transfection of FL‐EpoR and DA‐EpoR led to a strong, specific, and reproducible inhibition of EPO signaling. 
Several  open  questions  remain  unanswered.  First  and  foremost,  DA‐EpoR may  be  able  to  trigger  a  new 
signaling pathway that does not involve STAT5 activation. Recently, EPO has been shown to trigger a signaling 




be  needed  for  EPO  signaling  at  DA‐EpoR.  Furthermore,  it  has  been  postulated  that  signaling may  require 
components of the extracellular matrix or cell‐to‐cell communication as well as the co‐application of additional 
cytokines.  All  these  important  questions  leave  open  the  possibility  that  DA‐EpoR  may  activate  FL‐EpoR‐
independent signaling events in physiological conditions. 
It is experimentally validated that at least in vitro DA‐EpoR acts as a decoy for EPO/FL‐EpoR system. Given the 
well‐established  role of EPO  signaling  in A9 DA neurons as well as  in non‐hematopoietic  cells,  these  results 
indicate that cells must express a heterogeneous repertory of EpoRs suggesting a previously unnoticed level of 
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